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Vergleichende Untersuchungen zur Anreicherung von Proteinen im gepoolten Lumballiquor1)
Zur Methodik der Proteinelektrophorese auf Celluloseacetatfolie im Liquor cerebrospinalis,
I. Mitteilung
Von T. O. Kleine, Maria Stroh und /. Stroh
Aus dem klinisch-chemischen Laboratorium (Leiter: Prof. Dr. T. 0. Kleine) der Universitäts-Nervenklinik (Direktor:
Prof. Dr. H. Jacob)Marburg/Lahn
(Eingegangen am 30. August/30. November 1973)
Herrn Pro f. Dr. Dr. V. Klingmüller zum 65. Geburtstag zugeeignet
Vergleichende Konzentrierungsversuche von humanem Sammelliquor werden mittels Vakuum-Ultrafiltration in Kollodiumhülsen (A)
und Gefriertrocknung (B) durchgeführt.
Die beiden Methoden zeigen unterschiedliche Ausbeuten:
Gesamtprotein (Biuretmethode) 96% (A), 88% (B), saures
 rGlycoprotein 98% (A), 89% (B), Albumin 90% (A), 78% (B), Gesamt-
Immunglobuline 72% (A), 61% (B), IgG 98% (A), 85% (B), IgA 81% (A), 74% (B) und IgM 47% (A), 39% (B), gemessen mittels um-
gekehrter einfacher radialer Immundiffusion und einfacher radialer Immundiffusion. Bei nephelometrischen Antigen-Antikörper-
messungen werden z. T. größere Verluste dieser Proteine besonders für Immunglobuline und saures arGlycoprptein gefunden. Dagegen
lassen sich nach Entfernung der Zellen des Liquors mittels Membranfiltration keinerlei Proteinverluste feststellen. Der unterschiedliche
Verlust verschiedener Proteine bei der Einengung wird auf Denaturierung bzw. Aggregatbildung von Immunglobulinen zurückgeführt
neben Filtration bzw. Adsorption niedermolekularer Proteine. Diese Veränderungen in der Proteinzusammensetzung des konzentrier-
ten Liquors dürften zu erheblichen Fehlern im Pherogramm führen.
Comparison of two procedures to concentrate proteins of collected liquor cerebrospinalis
Studies on the protein electrophoresis of liquor cerebrospinalis with cellulose acetate membranes, I.
Human liquor cerebrospinalis was concentrated by 2 different procedures:
(a) ultrafiltration under vacuum through collodion bags and (B) lyophilization.
Total protein yields: 96% (A) and 88% (B).
Applying inverse single radial immunodiffusion techniques and single radial immunodiffusion techniques the yield for acid o^-glycopro-
tein shows: 98% (A), 89% (B), for albumin 90% (A), 78% (B), for total immunoglobulins 72% (A), 61% (B), for IgG 98% (A), 85%
(B), for IgA 81% (A), 74% (B), for IgM 47% (A), 39% (B).
Turbidimetric analysis of the antigen-antibody complex frequently gives lower yields of proteins especially after concentrating the
immunoglobulins and the acid aj-glycoprotein of human liquor cerebrospinalis. However, there is no loss of liquor proteins at all
after removing the cells by filtration. Denaturation and/or aggregation of immunoglobulins as well as filtration and/or adsorption of
low molecular proteins probably occurs during the concentration procedure causing a considerable loss of some proteins. These
changes of the protein composition of the concentrated liquor cerebrospinalis must cause considerable errors in the pherogram.
Infolge des 100 bis 200fach niedrigeren Proteingehaltes
läßt sich die für Serumeiweiße ausgearbeitete Methodik
der Celluloseacetatelektrophorese (vgl. 1-3) im Liquor
cerebrospinalis erst nach dessen Konzentrierung anwen-
den. Deshalb sind zur Anreicherung der Liquorproteine
verschiedenartige Verfahren ausgearbeitet worden, von
denen hier die wichtigsten genannt seien:
1. Ultrafiltration gegen Vakuum durch proteindichte
Kollodiumhülsen (4-18);
2. Ultrafiltration mit Stickstoff-Überdruck (19-28)
bzw. mittels Zentrifugation (10) durch eiweißdichte
Filter;
3. Konzentrationsdialyse gegen trockene Polymere:
Dextran (29-33), Ficoll (5), Aquacides (5),
Carbowax 20 M (5), Sephadex G-200 (5, 34) oder'
gelartige Polymere: Polyvinylpyrrolidon (5, 35),
Kollidon (8, 36), Polyacrylamid-Hydrogel, Gummi
arabicum (8, 37);
4. Aceton-Fällung (38-40);
5. Gefriertrocknung (23, 27,41,42) bzw. Vakuum-
trocknung (43).
Da jedoch wenige vergleichende Angaben über Ausbeute
und Qualität dieser Methoden bekannt sind (vgl. 4, 5, 8,
10, 25, 27, 28, 34, 38), insbesondere über die bei den
einzelnen Verfahren möglicherweise auftretende Dena-
turierung von Liquorprpteinen, haben wir in einer ersten
Versuchsreihe vier verschiedene Konzentrierungsver-
fahren zur Anreicherung von Proteinen eines verdünnten
Humanserums bekannter Zusammensetzung geprüft (44).
*) Auszugsweise vorgetragen im Lesser-Loewe-Colloquium in
Mannheim am 6. Juni 1973.
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Dabei zeigten Vakuum-Ultrafiltration in Kollodiurnhül-
sen und Gefriertrocknung Protein-Ausbeuten über 80%,
während bei Ultrafiltration mittels Zentrifugation durch
proteindichte Filter bzw. bei Konzentrationsdialyse ge-
gen Polyäthylenglycol Verluste einzelner Proteine von
mehr als 30% gefunden wurden.
In der vorliegenden Arbeit wird mit den beiden bewähr-
ten Konzentrierungsmethoden (s. o.) die Anreicherung
von Proteinen im gepoolten menschlichen Lumballiquor
untersucht. Dabei war es erforderlich, geeignete immuno-
logische Methoden zur spezifisch-quantitativen Messung
von Proteinen im Liquor cerebrospinalis auszuarbeiten.
Methodik
Entfernung der Zellen des Liquor cerebrospinalis
Zur Entfernung der Zellen werden 350 ml gepoolter mensch-
licher Lumballiquor (0,249 g Protein/l) bei 25° C membran-
filtriert (SM Filter 11605, Porengröße 0,6 ) in einer
Apparatur (SM 16315) der Sartorius-Membran-Filter-Werke,
Göttingen.
Konzentrierung von Liquor cerebrospinalis
Jeweils 100 ml zellfreier Liquor werden nach folgenden Metho-
den konzentriert (vgl. Schema 1):
Vakuum· Ultrafiltration
in proteindichten Kollodiumhülsen (SM 13200, Durchlässig-
keit MG < 20000) erfolgt nach 60 min Wässern der Hülsen
in bidest. Wasser in einer Apparatur (SM 16314) der Sar-
torius-Werke, Göttingen, gegen einen durch Wasserstrahlpumpe
erzeugten Unter druck bei 4° C. Zur Einengung von 100 ml
Liquor auf 3 ml werden 16h benötigt. Im Fütrat kann
mit der Biuret-Methode (s. u.) kein Protein nachgewiesen
werden.
Gefriertrocknung
der gefrorenen 100 ml-Liquorprobe wird in einem Rundkolben
bei 25° C für 8 h an einer WKF-Anlage (Gesellschaft für Elek-
tiophysikalischen Apparatebau, Brandau bei Darmstadt)
durchgeführt. Aufnehmen der Probe in 3,5 ml bidest. Wasser.
Methoden zur Messung von Proteinen
Messen des Gesamtproteins
im Liquor cerebrospinalis erfolgt im Eppendorf-Mikroliter-
system: Fällen des Proteins in 6,5 ml Probe mit 0,5 ml
eiskalter 0,612 mol/1 Trichloressigsäure, Lösen des ab-
zentrifugierten Niederschlags in l ml Biuret-Reagenz
(vgl. 44a), Ablesen der Extinktion bei 546 nm (d = 2 cm)
nach 30 min gegen Leerwert (l ml Biuretlösung). Als Stan-
dard dient Hyland-Kontrollserum. Es wurden jeweils Dop-
pelbestimmungen durchgeführt.
Messen von Proteinen mittels umgekehrter einfacher
radialer Immundiffusion
Präalbumin, saures c^-Glycoproteiri und die Summe IgG,
IgA und IgM werden im Liquor cerebrospinalis in Anlehnung
an Groc (45) in Agar, zu 10 g/l suspendiert in 0,1 mol/1
Triäthanolamin-Puffer pH 7,4, mittels spezifischen Antiseren
wie folgt gemessen: 3 g Agarose1) werden in 80 ml bidest.
Wasser im kochenden Wasserbad suspendiert, beim Abkühlen
auf 50° C mit 20 ml 1,5 mol/1 Triäthanolaminpuffer pH 7,4
gemischt und Thiocid (0,1 g/l) zugesetzt. Je 8 ml auf 50° C
gebrachter Liquor cerebrospinalis werden mit 4 ml obiger
Lösung mittels Vibrationsmischers gut gemischt und in
Plastikpetrischalen (Durchmesser 8 cm) in genau waagerechter
Lage gegossen. In den erstarrten Agar werden 12 Löcher
mit einem Durchmesser von 3 mm im Abstand von 15 mm
gestanzt und mit 5 folgenden Antiserums beschickt
(2 Platten zu je 4 Bestimmungen): anti-Präalbumin vom Ka-
ninchen1) unverdünnt, anti-saures-aj-Glycoprotein vom Ka-
ninchen1 ) unverdünnt, anti-IgG, A, M von der Ziege1) 1: l
verdünnt mit 0,15 mol/1 NaCl.
Nach 48 h Inkubation in feuchter Kammer bei Raumtempe-
ratur wird entweder nach 24 h Waschen mit 0,15 mol/1 NaCl
und bidest. Wasser mit Nigrosinlösung, zu l g/l gelöst in
0,333 mol/1 Essigsäure, 8 h gefärbt (vgl. 45) oder nach 24 h
Waschen mit 0,15 mol/1 NaCl in 0,07 mol/1 Phosphatpuffer
pH 7,2 mit wäßr. Tannin (40 g/l, DAB 6) etwa 15-30 min
kontrastiert. Das Ausmessen des Gesamtdurchmessers (Prä-
zipitat + Stanzloch) erfolgt mittels Schablone. Auf linearem
Millimeterpapier wird das Quadrat dieses Durchmessers als
Funktion der Konzentration (g/l) aufgetragen. Eichkurven
werden aus 4 Verdünnungen eines standardisierten Human-
serums1 ) erhalten. In den 3 linearen Eichkurven liegt der
Variationskoeffizient VK zwischen l und 6%, worin auch
der Plattenfehler enthalten ist. Lediglich bei Präalbumin-
Konzentrationen von kleiner 2 mg/1 steigt VK auf Werte bis
zu 10% an. Die zu messenden Proben werden nach Bestim-
mung des Gesamtproteingehaltes (s. oben) mit 0,15 mol/1
NaCl auf die jeweiligen Eichkurven-Konzentrationen verdünnt.
Messen von Proteinen mittels einfacher radialer Immundiffusion
Albumin, Immunglobuline IgG, IgA und IgM werden in Li-
quorproben nach der Methode von Mancini et al (46) in sog.
Partigen-Platten1) gemessen unter Verwendung von Standard-
seren1 ) zur Eichung. Es werden Zwei- bis Dreifach-Bestim-
mungen durchgeführt. Mittlerer Variationskoeffizient < 10%,
weitere Einzelheiten vgl. oben und 46, 47.
Nephelometrisches Messen von Proteinen mittels ihres
Antigen- nt ikörper-Komplexes
Die bei der Vereinigung von Albumin, saurem cq-Glycoprotein,
Summe IgG, A, M und IgG mit den spezifischen Antiseren
auftretende Trübung wird im Photometer Eppendorf bei
366 nm in einer Thermomikroküvette der Schichtdicke
d = l cm bei 25° C in Liquorproben in folgenden Ansätzen
serienmäßig in Doppelbestimmungen gemessen (vgl. Kleine
(48)):
Albumin (Gesamtvolumen 320 ):
250 0,1 mol/1 Triäthanolamin-Puffer pH 7,4 in 0,14 mol/1
NaCl
50 M! Antiserum vom Kaninchen1) unverdünnt
20 Probe
Maximale Ausbildung der Trübung ist bereits nach 60 min
Inkubation erreicht (Abb. 1). Die Eichkurve verläuft linear
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Abb. 1. Nephelometrische Messung von Human-Albumin in Ab-
hängigkeit von der Inkubationszeit.
Im Ansatz (Gesamtvolumen 320 ) waren: 250
0,1 mol/1 Triäthanolaminpuffer pH 7,4 in 0,14 mol/1
NaCl, 50 Antiserum, 20 Probe; d = l cm, 366 nm.
Weitere Einzelheiten s. Methodik.
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zwischen 0,2 und 0,8 Mg Albumin bei einem Variations-
koeffizienten VK zwischen 18 und 4%.
Saures cq-Glycoprotein (Gesamtvolumen 300 ):
200 0,1 mol/1 Triäthanolamin-Puffer pH 7,4 in 0,14 mol/1
NaCl
50 Antiserum vom Kaninchen1) unverdünnt
50 M! Probe
Eine ausreichende, konstante Trübung wird erst nach 150 min
Inkubation gemessen (Abb. 2). Die Eichkurve verläuft zwischen
0,5 und 1,0 Mg saures «j-Glycoprotein linear bei einem VK
zwischen 8 und 4%.
Gesamt-Immunglobulin IgG, A, M (Gesamtvolumen 320 Ml):
250 M! 0,1 mol/1 Triäthanolamin-Puffer 7,4 in 0,14 mol/1 NaCl
50 M! Antiserum von Ziege1) unverdünnt
20 M! Probe
Eine maximale Trübung wird erst nach 180 min Inkubation
und länger erhalten (Abb. 3). Die Eichkurve verläuft zwischen
2 und 4 Mg Gesamt-Immunglobulin linear bei einem VK zwi-
schen 7 und 3% (Abb. 4).
Immunglobulin IgG (Gesamtvolumen 320 Ml):
250 M! 0,1 mol/1 Triäthanolamin-Puffer pH 7,4 in 0,14 mol/1
NaCl
50 M! Antiserum von Kaninchen1) unverdünnt
20 M! Probe
Die maximale Ausbildung der Trübung wird bei niederen Kon-
zentrationen nach 90 min, bei höheren bereits früher ent-
wickelt (Abb. 5). Die Eichkurve verläuft zwischen 0 und 2 Mg
Gesamtglobulin linear bei einem VK zwischen 10 und 1%
(Abb. 6).
Sämtliche Reaktionen werden mit der Probe gestartet. Als
Leerwert dient der jeweilige Ansatz ohne Probe, jedoch mit
gleichem Volumen 0,1 mol/1 Triäthanolamin-Puffer in
0,14 mol/1 NaCl. Zur Aufstellung von Eichkurven dient stan-
dardisiertes Humanserum1). Die zu messenden Proben werden
nach Ermittlung des Gesamtproteingehaltes (s. o.) mit
0,15 mol/1 NaCl auf Konzentrationen des linearen Teils
obiger Eichkurven verdünnt.
Statistische Berechnungen
Standardabweichung und Variationskoeffizient VK% werden
nach Büttner et al. (49) berechnet.
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Abb. 2. Nephelometrische Messung von saurem -Glycoprotein
in Abhängigkeit von der Inkubationszeit,
im Ansatz (Gesamtvolumen 300 M!) waren: 200 M!
0,1 mol/1 Triäthanolaminpuffer pH 7,4 in 0,14 mol/1
NaCl, 50 M! Antiserum, 50 M! Probe; d = l cm, 366 nm
Weitere Einzelheiten s. Methodik.
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Abb. 3. Nephelometrische Messung von Gesamtimmunglobu-
linen IgG, A, M in Abhängigkeit von der Inkubations-
zeit.
Im Ansatz (Gesamtvolumen 320 M!) waren: 250
0,1 mol/1 Triäthanolaminpuffer pH 7,4 in 0,14 mol/1
NaCl, 50 M! Antiserum, 20 M! Probe; d = l cm, 366 nm.
Weitere Einzelheiten s. Methodik.
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*) Bezogen von Behring-Werken, Marburg/L.
Abb. 4. Eichkurve zur nephelometrischen Messung von Gesamt-
immünglobulinen IgG, A, M.
Einzelheiten s. Legende zu Abbildung 3 und Method*.
Ergebnisse
Nach Entfernung der Zellen mittels Membränffltration
(Ausbeute 96% Gesamtprotein) wird nach Vakuum-
Ultrafiltration eine bessere Gesamtproteinausbeute er-
halten (96%) als nach Gefriertrocknung (88%, Mittel-
wert von 2 Versuchen, vgl. Schema 1). Bei der Ent-
fernung der Zellen läßt sich kein Verlust an Proteinen
(saures o^-Glycoprptein, Albumin, Gesamtimmunglo-
buline, IgG, IgA, IgM) mittels umgekehrter einfacher
radialer und einfacher radialer Immundiffusion fest-
stellen: Die Ausbeuten dieser Proteine liegen zwischen
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Abb. 5. Nephelometrische Messung von Immunglobulin IgG in
Abh ngigkeit von der Inkubationszeit.
Im Ansatz (Gesamtvolumen 320 μΐ) waren: 250 μΐ
0,1 mol/1 Tri thanolaminpuffer pH 7,4 in 0,14 mol/1
NaCl, 50 μΐ Antiserum, 20 μΐ Probe; d = l cm, 366 nm.
Weitere Einzelheiten s. Methodik.
0.30-
Schema l. Schema f r die Konzentrierung von Liquor cerebrospi-
nalis.
Werte in Klammern: Ausbeute an Gesamtprotein in °/0,
Mittelwerte von 2 Versuchen. Weitere Einzelheiten s.
Methodik.
Tab. 1. Anreicherung von Proteinen im menschlichen Liquor
cerebrospinalis mittels zweier verschiedener Methoden.
Proteinmessungen mittels umgekehrter einfacher radialer
Immundiffusion (saures cq-Glycoprotein und Σ IgG, A,
M) und einfacher radialer Immundiffusion (Albumin,
IgG, IgA, IgM). Mittelwerte zweier Versuche mit Stan-
dardabweichung. Weitere Einzelheiten s. Methodik.
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Abb. 6. Eichkurve zur nephelometrischen Messung von Immun-
globulin IgG.
Einzelheiten s. Legende zu Abbildung 5 und Methodik.
•
97 und 100%. Vergleichbare, jedoch f r saures αχ-Glyco-
prptein (Ausbeute 89%) und Albumin (Ausbeute 91%)
etwas niedrigere Werte werden mit der nephelometri-
schen Antigen-Antik rpermessung ermittelt.
Im mittels Vakuum-Ultrafiltration erhaltenen Konzen-
trat lassen sich bei einer guten Ausbeute an Gesamtpro-
tein (96%) ebenso gute Ausbeuten an saurem a^Gtyco-
protein (98 %) und Albumin (90%) mit Hilfe von Immun-
diffusionsMeihoden feststellen, jedoch schlechte Aus-
beuten f r die gesamten Immungjobuline (Σ IgG, A, M:
72%), die besonders auf Kosten von IgM (47%) weniger
von IgA (81%) gehen, nicht jedoch von IgG (98%)
(Tab. n.
Komponente
(mg)
Saures
a1-Glycoprotein
Ausbeute
Albumin
Ausbeute
Immunglobulin
/v^ T*·^ "1 A A4"\(Σ IgG, A, M)
Ausbeute
Immunglobulin
IgG
Ausbeute
Immunglobulin
IgA
Ausbeute
Immunglobulin
IgM
Ausbeute
Σ IgG, A, M
Albumin
Saures
aj-Glycoprotein
Albumin
Vor Nach
Konzentrierung Konzentrierung durch
Vakuum- Gefrier-
Ultrafiltration trocknung
1,19 ± 0,47
100%
57,8 ±0,8
100%
26,4 ±6,1
100%
6,1 ±0,2
100%
3,1 ±0,3
100%
14,4 ±0,4
100%
0,46
0,021
1,16 ± 0,03
98%
52,1 ± 1,0
90%
18,9 ±0,5
72%
6,0 ±0,3
98%
2,5 ±0,1
81%
6,8 ±0,2
47%
0,36
0,022
1,06 ±0,11
89%
45,1 ± 1,2
78%
16,1 ±0,5
61%
5,2 ±1,1
85%
2,3 ±0,1
74%
5,6 ±0,1
39%
0,36
0,024
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Das Verhältnis der Konzentrationen ZIgG,A>M/Albu-
min, gemessen mittels Diffusions- und nephelome-
trischer Antigen-Antikörper-Meßtechniken, zeigt,
daß diese Komponenten während der Konzentrierung
durch Vakuum-Ultrafiltration und Gefriertrocknung
qualitativ gleichartig abnehmen (Tab. l und 2). Da-
gegen verhält sich der Quotient saures äj-Glycoprotein/
Albumin bei beiden Methoden unterschiedlich.
Präalbumin läßt sich mit umgekehrter einfacher ra-
dialer Immundiffusion nicht quantitativ messen. Nephe-
lometrische Messungen (Tab. 2) ergeben bedeutend
schlechtere Ausbeuten für saures c^-Glycoprotein
(58%) und für die Gesamtimmunglobuline (44%), was
wiederum nicht auf Kosten von IgG geht (IgG-Aus-
beute 78%). Ähnliche Aussagen gibt der Quotient der
Konzentrationen aus IgG, A, M/Albumin (Tab. l
u. 2). Diese Befunde lassen sich nicht durch eine Mem-
brandurchlässigkeit für diese Proteinmoleküle er-
klären, da im Filtrat kein Protein nachgewiesen werden
konnte.
Bei der Gefriertrocknung des Sammelliquors werden
bei einer Gesamtproteinausbeute von 88% z. T. weit
geringere Ausbeuten einzelner Proteine erhalten: Mittels
Immundiffusion läßt sich ein stärkerer Verlust an Ge-
samtimmunglobulinen feststellen (39%), der besonders
stark auf Kosten von IgM (61% Verlust) geht, neben
IgA (26%) und IgG (15% Verlust, s. Tab. 1). Aber auch
die Ausbeuten an Albumin und saurem c^ -Glycoprotein
(78% und 89%) sind geringer als diejenigen im mittels
Vakuum-Ultrafiltration erhaltenen Liquorkonzentrat
(Tab. 1). Mittels nephelometrischer Antigen-Antikörper-
messung werden noch geringere Ausbeuten dieser Pro-
teine ermittelt als mittels Immundiffusions-Techniken
(Tab. 2); Am stärksten ist die Ausbeute von saurem
-Glycoprotein vermindert, — sie erreicht Werte von
12% —, dann folgen die Ausbeuten an Gesamtimmun-
globulinen (33%), IgG (66%) und Albumin (73%).
Tab. 2. Anreicherung von Proteinen im menschlichen Liquor
cerebrospinalis mittels zweier verschiedener Methoden.
Nephelometrische Messungen von Proteinen mittels
ihres Antigen-Antikörperkomplexes. Mittelwert zweier
Versuche mit Standardabweichung. Weitere Einzelheiten
s. Methodik.
Vor
Konzentrierung
Komponente
(mg)
Nach
Konzentrierung durch
Vakuum- Gefrier-
Ultrafiltration trocknung
Saures 1,75 ± 0,10
o^-Glycoprotein
Ausbeute 100%
Albumin 55,7 ±2,4
Ausbeute 100%
Immunglobulin 20,0 ± 2,4
( IgG, A, M)
1,02 ± 0,09 0,21 ± 0,04
12%
Ausbeute
Immunglobulin
IgG
Ausbeute
' IgG, A, M
Albumin
8,6
0,36
100%
±2,2
100%
Sauies
Qj-Glycoprotein 0,031
Albumin
50,3 ±0,9 40,7 ±1,1
73%
6.6 ± 1,1
33%
5.7 ±0,1
66%
0,16
0,005 '
8,8 ±0,4
44%
6,7 ±0,1
78%
0,17
0,020
Diese Befunde indizieren Veränderungen an Proteinen,
die während der Konzentrierung von Sammelliquor
auftreten.
Diskussion
Die Prüfung der Zusammensetzung und Ausbeute von
Proteinen bei verschiedenartigen Konzentrierungsver-
fahren wurde bis jetzt fast ausschließlich mit unver-
dünntem Humanserum durchgeführt, wobei Gesamt-
protein (22) und relative Zusammensetzung einzelner
Proteinfraktionen mittels Papier- (4, 8, 26, 27, 29, 38,
43) und Acetatfolienelektrophorese (5, 9-11, 16, 22)
vor und nach Konzentrierung ermittelt wurden. Bei
den verschiedenen Verfahren wurden geringe relative
Veränderungen in der ÄJ- und c^'Globulinfraktion
(5, 8, 9, 22, 26, 27, 29, 38) sowie der fr- und ^-Glo-
bulin- (5, 9, 10, 22, 27, 29, 50, 51) und -Globulin-
fraktion (5, 9,11, 22, 29, 38, 52) festgestellt, die sich
auf Denaturierungsvorgänge bei der Einengung zurück-
führen lassen (vgl. 14,40, 53, 54): z. B. Herauslösen
von Lipiden mittels Aceton, Strukturveränderungen
infolge Überdruck, Ausfällung durch erniedrigte Salz-
konzentrationen und pH-Verschiebungen in Richtung
des isoelektrischen Punktes, Einwirkung von zwei-
wertigen Metallionen (55) sowie Bildung von Aggrega-
ten bestimmter Proteinmoleküle (vgl. 56).
Bei länger dauernden Konzentrierungsverfahren dürften
enzymatische Abbauvorgänge auftreten. So läßt sich
z. B. aus Transferrin, das in der Elektrophorese in der
ß1 -Fraktion wandert, nach Abspaltung von Neuramin-
säure mittels Neuraminidase ein in der j82(r)-Fraktion
wanderndes Protein herstellen (vgl. 50, 57, 58). Ent-
sprechende Enzymaktivitäten ließen sich im Liquor
cerebrospinalis bis jetzt jedoch nicht nachweisen
(vgl. 59).
Trotzdem stellten Kaplan und Johnstone (5) bei ver-
gleichenden Untersuchungen verschiedener Einengungs-
verfahren die Vakuum-Ultrafiltration durch Kollodium-
hülsen als die am besten geeignete Konzentrierungs-
methode für elektrophoretische Untersuchungen der
Liquoiproteine heraus. Aber auch zur Anreicherung
von Enzymproteinen im Liquor cerebrospinalis schei-
den sowohl Vakuum-Ultrafiltration als auch Druck-
filtration durch eiweißdichte Filter aus, da Denaturie-
rungen derselben auftreten (60).
In der vorliegenden Arbeit werden mittels spezifischer
immunologischer Nachweise einzelne Proteine quan-
• titativ gemessen vor und nach der Konzentrierung von
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Sammelliquor mit Hilfe zweier verschiedenartiger Ver-
fahren. Im Gegensatz zum Elektrophoreseprüfverfahren
(s. o.), das den relativen Anteil am Gesamtprotein ein-
zelner Proteinfraktionen angibt, welche aus mehreren
immunologisch nachweisbaren spezifischen Proteinen
bestehen (50, 61, 63), werden mit den hier verwende-
ten spezifisch-quantitativen Bestimmungsmethoden
deutliche, z. T. starke Verluste bestimmter Proteine
(saures arGlycoprotein, Immunglobuline IgG, A, M)
bei beiden untersuchten Konzentrierungsverfahren
nachgewiesen. Diese Verluste sind bei der Konzen-
trierung von Sammelliquor stärker ausgeprägt als bei
verdünntem Humanserum (vgl. 44) und lassen sich am
wenigsten auf die Passage durch Poren semipermeabler
Membranen bei der Vakuum-Ultrafiltration zurück-
führen bzw. auf Oberflächenadsorption (vgl. 34, 64—
66). Niedermolekulare und damit permeable Unter-
einheiten der Immunglobuline können auch nicht
diese Verluste erklären. Vielmehr dürften bei beiden
Konzentrierungsverfahren auftretende Denaturierungs-
vorgänge besonders bei Immunglobulinen eine wesent-
liche Rolle spielen (z. B. Bildung von Aggregaten,
vgl. 56), was sich mit nephelometrischen Antigen-
Antikörper-Messungen offenbar besonders gut dar-
stellen läßt.
Zusammenfassend muß festgestellt werden, daß sich
mittels immunologisch-quantitativer Bestimmungs-
methoden bei der Konzentrierung von Liquorpro-
teinen mittels Vakuum-Ultrafiltration bzw. Gefrier-
trocknung Ausbeuteverminderungen von Proteinen
nachweisen lassen, die sich entgegen früheren Angaben
(4, 8, 31, 38, 64) nicht gleichmäßig auf alle Proteine
des Liquors beziehen. Damit dürfte es bei der Elektro-
phorese von mit obigen Methoden konzentrierten
Liquorproteinen zu nicht korrigierbaren Fehlinter-
pretationen kommen.
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